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1. Aflatoxin 

 Bacillus subtilis UTB96 صنعتي باكتري طراحي محيط كشت براي توليد نيمه
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   پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران،پزشكي گياه گروه استاد .2
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   )13/5/93:  تاريخ تصويب- 26/12/92:تاريخ دريافت( 
 

  چكيده
 زيستيتودة  آوردن حداكثر دست به براي ي كشت صنعتيط محي پژوهش طراحين از اهدف
 اجزاي ةتهي هاي هزينه كاهش منظور به گام ين اولدر. بود Bacillus subtilis UTB96 يباكتر
 پسĤب يشكر، مانند ملاس چغندرقند، ملاس نيع پسماند صنايا ي تجاريبات كشت، تركيطمح

. ندشد بررسي منبع ازت عنوان به منابع كربن و شربت ذرت، عنوان به ير سرم شو زميني سيب
 اوره و ة كود گرانولاوره، آمونيوم، سولفات انند مه ازتي معدنيبات از تركي بعض،همچنين

 ي اجزاشدن مشخصدر ادامه با . ندشد ارزيابي اي مقايسه طور به فسفات، يومآمون يدروژنه يد
 يزان از نظر م،صنعتي نيمه و يشگاهي آزمافرمنتور در دو يط محاين شده، طراحي كشت يطمح
 در گام اول نشان آمده دست به نتايج .دش يسه مقايستي قدرت آنتاگونيز و نيتودة زيست يدتول

 يتر لبر گرم 10 و 2 هاي غلظت در ترتيب به يشكر ملاس نو ذرت ةخيساند بتداد كه شر
 دادن قرار با ،نهايت در. ندشو استفاده يد در تولي منابع كربن و ازت صنعتعنوان به توانند مي
 گرم 32/0 ةانداز به تودة زيستي توليد يزان مصنعتي نيمه فرمنتور  درشده طراحي كشت يطمح
 بيمارگرهاي رشد توانست مي ،فرمنتور اين در يافته رشد يباكتر.  آمددست به ليتر بر

Aspergillus flavus و Phytophthora drechsleri ميزان به ترتيب به يشگاهي آزمايط شرادر را 
 فرمنتور در UTB96 باكتري رشد ميزان كه است ي حالدر اين ؛ندك كنترل درصد 70 و 50
 رشد توانست مي يط شراين در ايافته رشد باكتري بود و ليتر بر گرم 31/0 يشگاهيآزما

  . ندك درصد كنترل 54 و 78 يزان به مترتيب به را P. drechsleriو  A. flavusيمارگرهايب
  

  .ازت منابع كربن و نابعم فرمانتاسيون، ،تودة زيستي يوكنترل، ب:كليدواژگان
  

  مقدمه
 هاي باكتري از استفاده گذشته ةده دو طي در

 كنترل براي نويني روش عنوان به ،پروبيوتيك گياهي
 Ahmadzadeh) است شده مطرح گياهي هاي بيماري

 هاي شركت توسط ها ميكروارگانيسم اين از بعضي. (2013
 عرضه دنيا به تجاري صورت به و توليد دنيا در مختلفي

 ةنحو به مربوط هاي داده و اطلاعات ،سفانهأمت .اند شده
 مربوط كيفي و كمي ةبهين شرايط و ها فراورده اين توليد

 هاي شركت از بسياري و است كم ها آن توليد يندآفر به
 خود براي محرمانه صورت به را اطلاعات اين تجاري

 ديگران دسترس در نتيجه اين اطلاعات در ،كرده حفظ
 تجاري توليد سازي بومي بحث بنابراين،. دگير نمي قرار
قارچ  .كند مي پيدا يزياد اهميت محصولات گونه اين

Aspergillus flavus وسيعي از محصولات ةروي گستر 
 زهرابة و با توليد كند ميكشاورزي و مواد غذايي رشد 

ها  آفلاتوكسين. شود ها مي آن آلودگي موجب 1آفلاتوكسين
 در محصولات ها  مقدار آن،هستند زا سمي و سرطان

 كشورها يشتر و در بشود  ميدقت بررسي  هكشاورزي ب
 مشخص  نانوگرم در گرم15 تا 5بين  ها حد مجاز آن
 گروه بزرگي از ها آفلاتوكسين .شده است
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هاي  ترين متابوليت از سميها هستند و  مايكوتوكسين
 تركيبات، ازاين گروه . آيند حساب مي  بهقارچي

غذاي انسان و خوراك دام براي  هاي خطرناكي يندهآلا
محسوب و موجب تضعيف سيستم ايمني بدن و بروز 

 عنوان بهپسته  .)Abbas 2005( شوند تومور در انسان مي
 جايگاه خاصي در بين توليدات ، استراتژيكيمحصول

اي از  اين محصول بخش عمده. داردكشاورزي ايران 
 ، در حال حاضر وهدد صادرات غيرنفتي را تشكيل مي

 را در صادرات محصولات نخست ةصادرات پسته رتب
آلودگي . به خود اختصاص داده است بخش كشاورزي

ترين مشكل صادرات آن و   مهم،پسته به آفلاتوكسين
اي اين محصول با ارزش  يكي از معضلات ملي و منطقه

  .است
 كه مؤثر بيوكنترل يها ميكروارگانيسم از يكي
 و Aspergillus  flavus قارچ رشد بر آن ليكنتر تأثيرات
 است، هشد بررسي آن آفلاتوكسين ميزان

 و ساز طراحي. است Bacillus subtilis UTB96باكتري
 گونه اين از استفاده براي مناسب كارهاي

 به ضروري معضل اين با مقابله براي ها ميكروارگانيسم
 يتجار توليد شرايط به دباي بنابراين، رسد، مي نظر
 در ها آن توليد سازي بهينه و ها ميكروارگانيسم گونه اين

 .شود ويژه توجه ها آن مناسب فرمولاسيون و زياد حجم
 روي A. flavus بيولوژيك كنترل امكان بررسي در قرشي
 خوبي توانايي UTB96 استرين كه دكر مشاهده ،پسته

 ديگر هاي جدايه هب نسبت آسپرژيلوس قارچ كنترل در
 سازي پاك ميزان ترينيشب استرين اين نين،همچ. دارد

 او .داد اختصاص خود به را قارچ اين توليدي آفلاتوكسين
 B. subtilis  باكتري اين استرين ازكاربردنشان داد كه 

 قدار م،R5 A. flavusچ  كاهش رشد قارتواند ضمن مي
 را هم در محيط مايع و هم روي شده رديابيآفلاتوكسين 

  درصد38/98كه اين جدايه  طوري ه ب.دهدكاهش پسته 
هاي آلوده به قارچ و نسبت  مقدار آقلاتوكسين را در پسته

 به تواند مي استرين اخير همچنين،. به شاهد كاهش داد
 آفلاتوكسين موجود در محيط را ،ميزان قابل توجهي

 B1 ميزان آفلاتوكسين درصد 26/87 تجزيه كند و
. )Ghoreshi 2011 (شده به محيط را كاهش دهد اضافه

 .Aجلوگيري از رشد  در B. subtilisهاي  توانايي استرين

flavus ًنيز گزارش شده است و كاهش آفلاتوكسين قبلا 

)Cuero et al. 1991, Reddy et al. 2009, Farzaneh 

هاي  ، استرينطبق تحقيقات صداقت تلگرد ).2010
BSP1 ، BSP4 ،BSP5  وBSP38  باكتريB. subtilis ،

ثير چشمگيري در كاهش أ پسته، تةشده از ميو سازي جدا
  پسته نشان دادندةميزان آفلاتوكسين روي ميو

)Sedaghat Telgerd 2008( .ةجداي NK-330 Bacillus 

subtilis از رشد قارچ و توليد آفلاتوكسين در شرايط 
 Kimura and Hirano( كند آزمايشگاه ممانعت مي

 ساعت قبل از 48ذرت روي  B. subtilis كاربرد .)1988
شدن ذرت  در شرايط مزرعه از آلوده A. flavusآلودگي به 

. )Cuero et al. 1991(كرد به آفلاتوكسين جلوگيري 
در جلوگيري از رشد  B. subtilisثير أ از تهايي گزارش

 Narja and Moraty( وجود دارد A. flavus  ميسليومي
1983.( 

 مايع خارج ترشحات طبق تحقيقات ردي و همكاران 
 .Aثري از رشد قارچ ؤطور م هب B. subtilisباكتري سلولي 

flavus )68درصد ( آفلاتوكسين  و توليدB1 )58 درصد (
هايي از  باكتري. )Reddy et al. 2009(  كردممانعت

 ;Rhodococcus erythropolis ; Bacillus subtilisقبيل

Pseudomonas fluorescens،Mycobacterium 

fluoranthenivorans) Hormisch et al. 2004( و 
 Nocardia corynebacterioides باكتري همچنين،

)D'Souza and Brackett 2001(  آفلاتوكسينةتجزيدر  
B1هستند مؤثر .  

 و زيادبراي توليد عوامل كنترل بيولوژيك در مقياس 
كردن مواد  صنعتي يكي از تمهيدات مهم و لازم، پيدا

صرفه  طراحي محيط كشت تجاري به مناسب و ةخام اولي
هاي اين مواد  ترين ويژگي از مهم. ست اها  آنبا استفاده از

. بودن اشاره كرد  اقتصادي و در دسترسةتوان به صرف مي
 د محيط كشت بايصنعتي،در توليدات با مقياس 

 و كيفيت محصول را با تودة زيستي توليد بيشترين
 استفاده از .)Lewis 1991(ند ك هزينه فراهم كمترين

تركيبات تجاري يا پسماند صنايع غذايي و كشاورزي 
تواند  بودن مي  ارزاندليل منابع كربن و ازت به عنوان به

تا حدودي گره از مشكلات پيش روي توليد تجاري 
اما با . )Zabriskie et al. 1980(ند كعوامل بيولوژيك باز 

ر  منابع خام نامطلوب و عدم يكنواختي د،وجود اين
تواند استفاده از اين  محتويات اين تركيبات مي
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                  ...       صنعتي طراحي محيط كشت براي توليد نيمه:                        قاسمي و همكاران     

 Zhang( ندكهاي صنعتي محدود  يندآمحصولات را در فر

and Greasham 1999(. ،سازي اين   بهينهبنابراين
 امري تخميري استفاده در صنايع برايها  محيط
   .استناپذير  اجتناب

 كشت محيط يك طراحي پژوهش، اين هدف اصلي
 Bacillus subtilisباكتري تربه رشد براي صنعتي

UTB96 اين محيط . بود ازت و كربن منابع بر كيدأت با
 صنعتي نيمه و آزمايشگاهي فرمنتور در شده طراحي كشت
 نظر  ازاثرگذاري آن بر باكتريميزان  و ه استشد اعمال
 عليه آنتاگونيستي قدرت نيز و تودة زيستي توليد ميزان

  .دشو ميبررسي  P. drechsleri و A. flavusبيمارگرهاي 
  

  ها مواد و روش
 ها ميكروارگانيسم يدار نگه

 يك Bacillus subtilis UTB96 ي باكتري دار نگهبراي 
، سترون مولار 1/0منيزيوم  ليتر از محلول سولفات ميلي

. شده، ريخته شد ليتري اتوكلاو  ميلي5/1هاي  درون ويال
 NA  ساعته كه روي محيط كشت24مقداري از باكتري 

 ،در نهايت. دشها منتقل  رشد يافته بود، به درون ويال
ي دار نگه سلسيوس يخچال ة درج4ها در دماي  اين ويال

 زايي آن قبلاً كه توكسين R5  A. flavus ةجداي. شدند
شناسي گروه  از كلكسيون قارچ اثبات شده بود،

 مذكور داخل ة جداي.پزشكي دانشگاه تهران تهيه شد گياه
 سترون، در ةو يا ماس PDA حاوي محيطهاي  ويال
دت ـم  اهـي كوتدار هـنگراي ـب. دـي شدار هـنگال ـيخچ

P. drechsleri  ستروني در آب مقطر دار نگهاز روش 
 PDAبراي اين منظور چند حلقه از محيط . استفاده شد
در درون آب مقطر  P. drechsleriهاي  حاوي ريسه

  .دشي دار نگهل  يخچاة درج4 در دماي ، ريختهسترون
  

 B. subtilis ي توسط باكترها يم آنزي برخيد تولررسيب
UTB96  

  )پازيل ديتولآزمون  (ي چربزيدرولي هآزمون 
كه از ده گرم بر ليتر پپتون، پنج كشت را  محيط ،ابتدا

كلرور دهم گرم بر ليتر  ، يك كلرور سديمگرم بر ليتر 
تهيه  است، شدهآگار تشكيل گرم بر ليتر و پانزده  مكلسي

مدت   بار به3/1 و فشار وسيدرجة سلس 121و در دماي 
، ده سپس. نيمك  ميسترونقيقه در اتوكلاو د 15

 و به كنيم مي را جداگانه اتوكلاو 80ليتر توئين  ميلي

افزاييم و پس از اختلاط  شدن مي محيط در حال سرد
كنيم، باكتري  پتري پخش ميتشتك كامل، محيط را در 

يك خط يا چند نقطه جدا از هم كشت و  صورت بهرا 
وجود . نيمك  مي بررسيالعمل را پس از چند روز عكس

 ةدهند  رسوبي در اطراف محل رشد باكتري نشانةهال
  .خواهد بودهيدروليز توئين 

  
  ري شني پروتئةي تجزآزمون

  پتريتشتك  نازكي از محيط نوترينت آگار را در ةلاي
را به  YNAيه، محيط پس از انجماد اين لا وريزيم  مي

، سترون) چرخ پس(  شير بدون چربي درصد10 همراه
 پنج( مخمر ةاز عصارYNA محيط  .ريزيم روي آن مي
تشكيل ) گرم بر ليتربيست و سه ( و آگار )گرم بر ليتر
 صدمقدار براي ساخت اين محيط كشت، . شده است

 روز 3 دقيقه در 30مدت  ليتر شير بدون چربي را به ميلي
 آن را به ،د، سپسشو سترونجوشانيم تا  الي ميمتو

هاي  تشتكو روي اييم افز يم  YNAشده محيط اتوكلاو
 را ها تشتك. ريزيم  آگار غذايي مية داراي يك لاي پتري

داريم تا آب  حداقل يك روز در حرارت اتاق نگه مي
صورت   باكتري را به،سپس. دشوسطحي آگار تبخير 

 و تا كنيم منتقل ميكشت اي يا خطي روي محيط  نقطه
  ة درج27 در انكوباتور با درجه حرارت ،يك هفته

 ة تجزيتواناييهايي كه  باكتري. داريم سلسيوس نگه مي
 در اطراف محل رشد خود ، باشند را داشتهپروتئين شير

  .كنند  شفافي ايجاد ميةهال
  

  )لازيآمآزمون (  نشاستهزيدرولي هآزمون
 .نيمك تهيه مي 1ول طبق جدرا  SA  محيط،ابتدا

 وسيدرجة سلس 121 آن را در اتوكلاو در دماي ،سپس
نيم و ك  مي سترونقيقهد 15مدت   بار به3/1و فشار 

ريزيم و بعد از   مي پتريهاي  تشتكمحيط را درون 
اي   خطي يا نقطهصورت بهشدن محيط، باكتري را  بسته

 روز در انكوباتور با درجه سهمدت  دهيم و به كشت مي
. دكنداريم تا رشد   نگه ميوسيدرجة سلس 27رارت ح

شامل يك گرم  ( معرف لوگول، روزسهبعد از گذشت 
ليتر آب   و سيصد ميلييديد پتاسيم، دو گرم كريستال يد

                                                                                  
1. Starch Agar 
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حاوي باكتري   پتريهاي  تشتك را روي )مقطر
 شفاف اطراف محيط ةريزيم، وجود هال شده مي كشت

دن نشاسته توسط ش  هيدروليزةدهند كشت باكتري نشان
   .استباكتري 

  
  در يك ليتر محيط شده استفاده نوع و ميزان اجزاي .1 جدول

SA   
  )تريل برگرم  (مصرف زانيم  ي محيط كشتاجزا
  5/0  مي پتاستراتين
  1  فسفات دروژنيه يد ميپتاس

  2/0  ميزيسولفات من
  1/0  مي كلسديكلر
  سيتر   آهنديكلر
  10  ينيزم بي سةنشاست

  15  آگار
  
  )آزمون پروتئاز (ني پروتئزيدرولي هآزمون

منظور بررسي توليد آنزيم پروتئاز توسط باكتري از  به
 مطابق روش مارهوفر و همكاران1SMA 1محيط

)Maurhofer et al.1995(با اندكي تغيير استفاده شد . 
 ةعصار  گرم5/0، پودر شير گرم 15از اين محيط كشت 

 ليتر آب مقطر  گرم آگار در حجم يك9/13 و مخمر
 مخمر و آگار را به آب ة عصار، ابتدا.تشكيل شده است

ماري در   اين محيط را درون بن،افزاييم و سپس مقطر مي
 پودر ،سپس .دهيم  قرار ميوسيدرجة سلس 70دماي 

 درون ،افزاييم و سپس تدريج به محيط مي هشير را ب
اي در   نقطهصورت به  باكتري. نيمك  ميستروناتوكلاو 

كشت و در دماي  SMA حاوي محيط  پتريهاي  شتكت
داري   ساعت نگه48مدت   بهوسيدرجة سلس 27
ني باكتري و بيرنگ در اطراف كلةتشكيل هال. ندشو مي
  .است فعاليت پروتئاز ةنشان

  
   منابع كربن و ازتكردن  آماده و هيته

نيشكر از منابع كربن تجاري  قند و ملاس ملاس چغندر
 به فراواني استفاده تخميريع هستند كه در صناي

از شركت فناوري زيستي ترتيب  اين مواد به. دشون مي
به دليل . نددشكرج دريافت  قند ةگرا و كارخان طبيعت

وجود اجسام خارجي و مواد نامحلول موجود در اين 
 براي ،ابتدا. ندشو قبل از استفاده، آماده دتركيبات، باي

ها محلول  زمايشسازي اين منابع قندي براي آ آماده
                                                                                  
1. Skim Milk Agar  

 ها آنكردن   با سانتريفيوژ،تهيه و سپس ها آنتري از  رقيق
 ها  هزار دور در دقيقه، ذرات رسوبي و نامحلول آن5در 

 ذرت از محصولات جانبي ةشربت خيساند .دشجدا 
آرد از ة كارخانجات استحصال نشاسته و روغن و نيز تهي

تركيب مورد استفاده در اين پژوهش . استذرت 
 كه از شركت فناوري بودصول شركت گلوكوزان مح

پنير  سرم شير يا آب .دشگرا تهيه  زيستي طبيعت
شده از شركت توليد لبنيات ميهن واقع در  فيلتر الترا

  .دشاسلامشهر تهيه 
  

  غربال منابع كربن و ازت
يزن هيما

2

  B. subtilis UTB96 يباكتر با كشت طيمح 
شده در  يدار نگهزني محيط كشت از باكتري  براي مايه
MgSO4 باكتري از اين محيط روي محيط . استفاده شد

 يك ، ساعت24پس از  . كشت شدكشت آگار مغذي
يافته در اين محيط كشت به محيط  لوپ از باكتري رشد

پس از . سي منتقل شد  سي50با حجم  NBكشت مايع 
از )  درصد1  تلقيحنسبت( ميكروليتر 500 ، ساعت24

 100ليتري حاوي   ميلي500هاي  نمحيط فوق به ارل
 24پس از . دششده، اضافه   طراحي سي محيط كشت سي

انجام  باكتري تودة زيستي سنجش ميزان توليد ،ساعت
  .شد

  
 زاني بر ميي به تنهاعي صناي برخپسماند اثر ةسيمقا
  B. subtilis UTB96 ي باكترديتول

 در اين مرحله پتانسيل برخي تركيبات تجاري يا پسماند
 پسĤبصنايع شامل ملاس چغندرقند، ملاس نيشكر، 

زميني و سرم شير در حمايت از رشد باكتري  سيب
در اين مرحله .  يك بستر رشد آماده بررسي شدعنوان به

كردن هيچ   جداگانه بدون اضافهطور بهاين تركيبات 
اين تركيبات . ندشد رشد باكتري استفاده برايتركيبي 
ليتري   ميلي500هاي  درون ارلنليتر   ميلي100به ميزان 

، با 7روي  ها آن pHريخته شدند و پس از تنظيم 
و ) NaOH(استفاده از محلول سود يك نرمال 

 و 160كردن، در داخل شيكر انكوباتور با دور  سترون
تركيبات خام .  داده شدند قراروسيسلس درجة 29دماي 

                                                                                  
 

2. Nutrient Agar 
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 برايشده در اين مرحله در سه غلظت متفاوت  استفاده
براي هر كدام از ). 2 جدول(رشد باكتري فراهم شدند 

  . تكرار در نظر گرفته شدسهتركيبات 
  

ري ـد باكتـ رشبراي منابع كربن خام مورد استفاده .2جدول 
B. subtilis UTB96  ها آنهاي مختلف  و غلظت  

  مختلف يغلظت سطوح  كربن منابع
  40  20  10  )تريل برگرم  (چغندرقند ملاس

  40  20  10  )تريل برگرم  (شكرين ملاس
  75  50  25  )يحجمي ـ حجمدرصد  (ينيزم بيس ةنشاست آب

  300  200  100  )درصد (ريش سرم
  
 مخمر ةعصار اثر منابع كربن مختلف به همراه ةسيمقا
  B. subtilis UTB96 يباكتر ديتول زانيم بر

در اين آزمايش اثر پسماند برخي صنايع، مانند ملاس 
زميني و سرم شير   سيبپسĤبشكر، چغندرقند، ملاس ني

عنوان  اه عصارة مخمر بههمر در حمايت از رشد باكتري به
 گرم بر سه مخمر با غلظت ةعصار. شد بررسي منبع ازت

ها به ميزان  اين محيط. ها اضافه شد تر به تمامي محيطلي
ليتر ريخته   ميلي500هاي  ليتر درون ارلن  ميلي100

كردن  سترون و 7روي  ها آن pHشدند و پس از تنظيم 
 درجة 29 و دماي 160در داخل شيكر انكوباتور با دور 

 نيز تركيبات در اين مرحله.  قرار داده شدندوسيسلس
فراهم  رشد باكتري برايخام در سه غلظت متفاوت 

 تكرار در سهبراي هر كدام از تركيبات ). 2 جدول (شدند
  .نظر گرفته شد

  

 به همراه ي و معدنيآل اثر منابع مختلف ازت ةسيمقا
 B. subtilis يباكتر ديتول زانيم بر منبع كربن كي

UTB96   
 قبل، اين ةپس از انتخاب منبع كربني مناسب در مرحل

 رشد باكتري برايمنبع در تلفيق با چندين منبع ازت 
 ده ملاس نيشكر در غلظت ،در اين مرحله. شداستفاده 

زت شربت هاي مختلف منابع ا گرم بر ليتر با غلظت
 اوره، سولفات ة، اوره خالص، كود گرانولخيساندة ذرت
فسفات تركيب و رشد   آمونيوم هيدروژن آمونيوم، دي

 مخمر و پپتون نيز ةعصار. شد بررسي ها آن باكتري در
اي در اين   مقايسهصورت به منابع ازتي مرسوم عنوان به

 ، اوره خالصخيساندة ذرتشربت . مرحله استفاده شدند

 منابع ازتي در ة اوره در سه غلظت و بقيةد گرانولو كو
ها به  اين محيط). 3جدول (استفاده شدند يك غلظت 

ليتر   ميلي500هاي  ليتر درون ارلن  ميلي100ميزان 

 و 7 روي ها  آنpHريخته شدند و پس از تنظيم 
 و 160كردن در داخل شيكر انكوباتور با دور  سترون
براي هر كدام . اده شدند قرار دوسيسلس درجة 29دماي 

  . تكرار در نظر گرفته شدسهاز تركيبات 
  

 منابع مختلف ازت مورد استفاده به همراه يك منبع .3 جدول
و   B.subtilis UTB96 رشد باكتري برايكربن ثابت 

  ها  آنهاي مختلف  غلظت
  )گرم بر ليتر(سطوح غلظتي مختلف   منابع ازت

  1  2  3  
  8  4  2    شربت خيساندة ذرت

  3  5/1  5/0    اوره خالص
  2/5  6/2  3/1    كود گرانولة اوره
  2        سولفات آمونيوم

  2        آمونيوم فسفات هيدروژن دي
    2      پپتون

  3        عصارة مخمر
  

   باكتريتودة زيستي سنجش ميزان 
به روش باكتري  1تودة زيستيدر اين روش ميزان توليد 

ر اين د. شد سنجش با تغييراتي )White 1954(وايت 
هاي مختلفي از سوسپانسيون باكتري با  روش غلظت

 تهيه 5/1 و 1، 7/0، 5/0، 3/0، 1/0ميزان جذب نوري 
ها با حجم يكسان در   اين سوسپانسيون،سپس. شد

 ها  آن و وزنندداخل ظروف آلومنيومي ريخته شد
مانده در روي   سلولي باقيةتود. شدسنجش و يادداشت 

 درجة 105ر دماي شدن د اين ظروف پس از خشك
مدت يك شب، با در دست داشتن وزن   بهوسيسلس
از سوي ديگر منحني استاندارد . ، توزين شدندها  آنةاولي

 و ميزان جذب نوري تودة زيستي بين ةمربوط به رابط
 نانومتر با استفاده از دستگاه 620 در طول موج  باكتري

در مراحل مختلف .  آمددست  به2اسپكتروفوتومتر
 تبديل جذب نوري باكتري براييش از اين منحني آزما
  . دش توليدي آن استفاده تودة زيستيبه 

  
 فرمنتور در B. subtilis UTB96 دي تولزاني مآزمون

  3يصنعت مهين
 .B با باكتري صنعتي نيمه فرمنتورزني محيط كشت  مايه

subtilis UTB96 
 ساعته باكتري 24كشت   از پيشفرمنتورزني  براي مايه

شده در   يك لوپ از باكتري كشت،ابتدا. تفاده شداس
                                                                                  
1. Biomass  
2. T70+UV/VIS Spectrometer, PG Instrument Ltd  
3. Tabiat gara co. ALF-201 
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 1392 زمستان  پائيز و،2، شماره 2هاي گياهي، دوره  كنترل بيولوژيك آفات و بيماري      نشريه     

 100، به فلاسك NA حاوي محيط  تشتك پتري
 NBليتر محيط غذايي مايع   ميلي50ليتري حاوي  ميلي

 در  درصد1 ساعت به ميزان 24منتقل شد و پس از 
كشت،  پيش عنوان به NBمحيط كشت سي   سي2400

زير هود  سترونكشت باكتري در شرايط  پيش. تلقيح شد
 و .) شده بودستروناز قبل (داخل فلاسك تلقيح ريخته 

در اين . دش نصب صنعتي نيمه فرمنتور روي ،سپس
شدن مسير  سترونكشت، پس از  مرحله محيط پيش

، اجازه داده شد كه در آن تلقيح فرمنتورورود به داخل 
 درجة 29 روي فرمنتوردماي محيط كشت داخل . دشو

.  تنظيم شد7محيط روي  pH.  تنظيم شدوسيسلس
  .شد ساعت سنجش 8 پس از تودة زيستيميزان توليد 

  
 B. subtilis UTB96 باكتري تودة زيستيميزان توليد 

  صنعتي نيمه فرمنتوردر 
 فرمنتورشده در  براي آزمون محيط كشت طراحي

 شركت فناوري زيستي فرمنتور، از صنعتي نيمه
 محيط ،ابتدابراي اين منظور . دشگرا استفاده  طبيعت

 غليظ تهيه و پس صورت به ليتر دوكشت اصلي در حجم 
 محيط كشت درون فلاسك تلقيح ريخته pHاز تنظيم 

 فلاسك تلقيح با استفاده از اتوكلاو در دماي ،ابتدا. شد
 و سترون اتمسفر 5/1 و فشار وسيسلس درجة 121
مسير ورود . دش نصب صنعتي نيمه فرمنتور روي ،سپس

 فرمنتورمحيط كشت از فلاسك تلقيح به درون 
بخار آب موجود در خط، ا  قبل از اين كار بصنعتي نيمه

 پس از ورود در سترونمحيط كشت غليظ . دش سترون
 به حجم سترون با استفاده از آب صنعتي نيمه فرمنتور

 ة ليتر رسيد و پس از تنظيم دما، محيط كشت آمادچهل
 جلوگيري از براي همچنين،. دشتري تلقيح با باك

 عنوان به از روغن فرمنتوركردن محيط كشت درون  كف
  .دشكف استفاده  تركيب ضد

  

   آزمايشگاهيفرمنتورآزمون ميزان توليد در 
 با باكتري  آزمايشگاهيفرمنتورني محيط كشت ز مايه

B. subtilis UTB96  
افته ي  از باكتري رشدفرمنتور تلقيح برايدر اين مرحله 

 از ،ابتدا. دشاستفاده ) NB(در محيط كشت غذايي 
 مولار سولفات 1/0شده در محلول  يدار نگهباكتري 

 حاوي محيط كشت آگار  منيزيوم روي تشتك پتري

 يك لوپ ، ساعت24پس از مدت . مغذي كشت داده شد
 50يافته در اين تشتك به درون  از باكتري رشد

 100ر يك ارلن ليتر محيط كشت غذايي مايع د ميلي
 روي ، ساعت24مدت  ليتري انتقال داده شد و به ميلي

ة تلقيح سپس، در اين ماي. شيكر انكوباتور قرار داده شد
 فرمنتور و در كنار شعله به درون شرايط كاملاً سترون

  .منتقل شد
  

 B. subtilis UTB96 باكتري تودة زيستيميزان توليد 
   آزمايشگاهيفرمنتوردر 

شده پس از انتخاب  ه محيط كشت طراحيدر اين مرحل
 فرمنتور ليتر درون 5/1منابع كربن و ازت، در حجم 

 جلوگيري برايدر اين آزمايش . آزمايشگاهي ريخته شد
از ايجاد كف در سطح محيط كشت و خطرات بعدي آن، 

پس از . دش ضدكف استفاده عنوان بهاز روغن كرچك 
ايمني لازم در  و با رعايت نكات فرمنتورمتر  pHتنظيم 

 با دقت داخل فرمنتورهاي دستگاه،   محفظهةتنظيم تهوي
 دقيقه و دماي آن 25زمان اتوكلاو . اتوكلاو قرار گرفت

پس از نصب . دش تنظيم وسيسلس درجة 121روي 
 روي هيتر و برقراري اتصالات مختلف و تنظيم فرمنتور

 ساعته باكتري در آن 24كشت  دماي محيط كشت، پيش
، وسيسلس درجة 29در اين مرحله دما روي . دشتلقيح 

pH  دش دور در دقيقه تنظيم 160زن روي   و هم7روي .  
    

 تيخاص بر فرمنتور نوع و كشت طيمح اثر يبررس
  ي باكتريستيآنتاگون

براي بررسي قدرت آنتاگونيستي باكتري در شرايط 
 Hagedron et(آزمايشگاه از روش هاجدرون و همكاران 

al. 1989 (در اين آزمايش استرين باكتري . ستفاده شدا
 و آزمايشگاهي، صنعتي نيمه فرمنتوريافته در دو  رشد
هاي   فواصل مساوي از مركز تشتكاي با  لكهصورت به

از  ها آن ةمتري از حاشي  يك سانتيةپتري و به فاصل
 PDAهاي حاوي محيط كشت  چهار طرف تشتك

متر از  لي مي5 ديسكي به قطر ،سپس. زني شدند مايه
 در مركز تشتك P. drechsleri  كشت چند روزهةحاشي

به جاي ديسك  A. flavus در مورد قارچ. كشت داده شد
 تلقيح برايحاوي ريسه از سوسپانسيون اسپور اين قارچ 

 پتري شاهد از آب مقطر سترون  در تشتك. دشاستفاده 
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 وسيسلس درجة 27ها در دماي  اين تشتك. دشاستفاده 
هاي   پرگنه در تشتكةي شدند و زماني كه حاشيدار نگه

د، ميزان رشد كر پتري برخورد ةپتري شاهد به ديوار
  .دشگيري  پرگنه اندازه

  

  جينتا
  B. subtilis UTB96 ي باكتريميآنز يها يبررس

هاي كدرتر از  اي از كريستال صورت هاله هتوليد ليپاز ب
محيط كشت مشاهده شد كه اطراف كلوني باكتري 

 اين بررسي نشان داد كه اين ةنتيج. ب كرده بودرسو
 آنزيم ليپاز را به ميزان قابل قبولي توليد تواند ميجدايه 

 ةدر آزمايش هيدروليز پروتئين شير ايجاد هال. ندك
متري در اطراف كلوني باكتري مشاهده   سانتي5/2شفاف 

، پروتئين تواند ميدهد، اين استرين  شد كه نشان مي
اي به قطر  اين استرين با توليد هاله. ندك شير را تجزيه

اطراف كلوني خود روي محيط كشت  متر  سانتي8/3
 تواند مي نشان داد كه ، ساعت48حاوي نشاسته پس از 

شده   شفاف ايجادةقطر هال .دكنتوليد را آنزيم آميلاز 

پس از  SMAها روي محيط كشت  اطراف كلوني باكتري
 اين بررسي نشان داد ةجنتي. گيري شد  اندازه، ساعت48

. دكن توليد  را آنزيم مهم پروتئازتواند ميكه اين باكتري 
متري اين توانايي را   سانتي4اي  اين استرين با توليد هاله

  . دكرييد أت
  

  غربال منابع كربن و ازت
 اثر پسماند برخي صنايع به تنهايي بر ميزان ةمقايس

  B. subtilis UTB96توليد باكتري 
هاي كشت  رحله ميزان رشد باكتري در محيطدر اين م
 خالص و در چند غلظت در سطح صورت بهصنعتي 
 آمده دست بهطبق نتايج . شد ارزيابي  درصد1آماري 

 10مشخص شد كه حداكثر رشد در غلظت ) 4 جدول(
ميزان . انجام شدگرم بر ليتر محيط كشت ملاس نيشكر 

. تر شد گرم بر لي18/0رشد باكتري در اين محيط كشت 
 M1آزمايشگاهي ست كه محيط كشت  ااين در حالي

 گرم بر ليتر بود 65/0داراي رشد باكتري به ميزان 
  ).1 شكل(

  
  هاي مختلف  در منابع كربن مختلف در غلظت) گرم بر ليتر( باكتري تودة زيستي ميزان توليد .4 جدول

  

  سطوح غلظتي    منابع كربن                                
      1  2  3  

  065/0  022/0  025/0    ملاس چغندرقند
  076/0  091/0  178/0    ملاس نيشكر
  004/0  012/0  03/0    زميني آب نشاستة سيب
  053/0  0  136/0    سرم شير

 

  
ها شامل  محيط. هاي كشت تجاري بدون افزودن هيچ تركيب كمكي، هر كدام در سه غلظت ميزان رشد باكتري در محيط .1شكل 

M1اند  درصد باهم مقايسه شده1ند تيمارها در سطح هستاسته، سرم شير، ملاس نيشكر و ملاس چغندرقند ، آب نش.  
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 مخمر عصارة منابع كربن مختلف به همراه اثر سةيمقا
  B. subtilis UTB96 ي باكتردي تولزانيبر م

ملاس  در اين مرحله نشان داد كه آمده دست بهنتايج 
 مخمر نسبت به ة عصارنيشكر در تركيب با منبع ازت

هاي كشت تجاري داراي بيشترين توليد  ساير محيط
  . بودتودة زيستي

در اين مرحله ) 5 جدول (آمده دست بههاي   داده
مين كامل منبع ازتي أنشان داد كه اين محيط با ت

 گرم بر ليتر 56/0تواند ميزان رشد باكتري را به  مي
 ي تركيبعنوان هب ملاس نيشكر بنابراين،). 2 شكل(برساند 

هاي اين  داده.  بعد انتخاب شدةكربني مناسب براي مرحل
  .شدند تجزيه و تحليل  درصد1 يسطح آمارآزمايش در 

  
 تريل بر گرم سه مختلف به همراه يها  در غلظتيتجار يكربن منابع در) تريل بر مگر (ي باكتريستيز تودة دي تولزانيم. 5 جدول

 مخمر عصارة
  وح غلظتيسط    منابع كربني

    1  2  3  
  119/0  378/0  467/0    ملاس چغندرقند
  422/0  487/0  56/0    ملاس نيشكر
  069/0  221/0  486/0    زميني آب نشاستة سيب
  054/0  113/0  012/0    سرم شير

  
  

  
 گرم سه( مخمر ةرميزان رشد باكتري در منابع كربن مختلف هر كدام در سه غلظت، به همراه مقدار ثابتي از منبع ازتي عصا. 2شكل 

  .دهستن و ملاس چغندرقند شكري ملاس نر،ي، آب نشاسته، سرم شM1 شامل ها طيمح). بر ليتر
  
 اثر منابع مختلف ازت آلي و معدني به همراه ةمقايس

 B. subtilisيك منبع كربن بر ميزان توليد باكتري 
UTB96  

 و ي آلازت منبع چند مختلف يها غلظت مرحله نيا در
 شكري ملاس نتري گرم بر لده با غلظت بيترك در يمعدن
 نشان داد كه جي نتا.ندشد سهي مقاي رشد باكترزانيبر م

 دي با تولذرت ساندةيخ شربت تري گرم بر لدوغلظت 
 يستيز تودة دي اثر را بر تولنيشتري بتري گرم بر ل38/0

 البته .)6 جدول(  داردي ازتباتي تركري ساني در بيباكتر
 معروف ي منبع ازتكي مخمر كه ةعصار شي آزمانيدر ا
 براي شاهد عنوان به ،ديآ يحساب م  بهيشگاهيآزما
 توانست در آن به ي استفاده شده بود كه باكترسهيمقا
 يها داده .)3شكل  (دنك رشد تري گرم بر ل51/0 زانيم
  .شد زيدرصد آناليك  ي در سطح آمارشي آزمانيا
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  )  گرم بر ليترده( هاي مختلف منابع ازت به همراه ملاس نيشكر در غلظت) گرم بر ليتر(كتري  باتودة زيستي ميزان توليد .6 جدول

  

  سطوح غلظتي  منابع ازت
    1  2  3  

  11/0  27/0  38/0    شربت خيساندة ذرت
  25/0  26/0  26/0    اورة خالص
  16/0  26/0  31/0    كود اوره

      31/0    سولفات آمونيوم
      3/0    آمونيوم فسفات هيدروژن دي

      36/0    پپتون
      51/0    عصارة مخمر

 

  
. هاي مختلفي از چندين منبع ازت به همراه غلظت)  گرم بر ليتر ملاس نيشكرده(ميزان رشد باكتري در منبع ثابت كربني . 3شكل 

 ةفسفات، پپتون و عصار  آمونيوم هيدروژن  خالص، سولفات آمونيوم، دية اوره، اورة، كود گرانولخيساندة ذرتمنابع ازت شامل شربت 
  .استمخمر 

  
 ياجزا نييتع و يتجار يازت و يكربن منبع انتخاب

   كشت طيمح
 رشد برايپس از انتخاب منابع ازت و كربن مناسب 

كردن  ، با اضافهها آنباكتري و تعيين غلظت مناسب 
 پتاسيم هاي ضروري مانند دي مقادير مناسب از نمك

كلسيم،  كلريد منيزيوم، فسفات، سولفات هيدروژن
محيط كشت مناسب و  ،)كف ضد (روغن و منگنز سولفات

در اين محيط . دشپايه براي رشد اين باكتري طراحي 
 گرم بر ليتر و شربت دهقند با غلظت  كشت ملاس چغندر

 گرم بر دو منبع ازت با غلظت عنوان به ذرت ةخيساند
  . ليتر تعيين شد

ر محيط د B. subtilis UTB96منحني رشد باكتري 
  صنعتي   نيمهفرمنتورشده در  كشت طراحي

 توليد در ةدر اين مرحله روند رشد باكتري در طول پروس
 ،نهايتدر  ساعت رصد و 8صنعتي در طول   نيمهفرمنتور

  ).4 شكل (شدميزان حداكثر توليد ارزيابي 
 محيط در باكتري رشد پتانسيل آزمايش اين در
 زانـمي نـريبيشت. دـش شـآزماي دهـش طراحي كشت
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  .دـرسي رـليت بر رمـگ32/0 دودـح به رشد تـساع 8 از پس يـودة زيستـت توليد
  

  
  شده  طراحي كشتطي و محيصنعت مهي نفرمنتور در UTB96 ي رشد باكتري منحن.4شكل 

  
 .B براي باكتري آمده دست به تودة زيستي بيشترين

subtilis UTB96  آزمايشگاهي فرمنتوردر   
ايش پتانسيل رشد باكتري در محيط كشت در اين آزم

تودة  ميزان توليد بيشترين. شدشده آزمايش  طراحي

 گرم بر 31/0 ساعت رشد به حدود 12 پس از زيستي
  ).5شكل ( ليتر رسيد

  

  
  شده  آزمايشگاهي در محيط كشت طراحيفرمنتور در B. subtilis UTB96 منحني رشد باكتري .5شكل 

  
   ستي باكتريبررسي خاصيت آنتاگوني

 پاياني نتايج رفتار آنتاگونيستي باكتري در ةدر مرحل
نتايج نشان داد .  آمددست بهشده   كشت طراحي محيط

صنعتي حاوي   نيمهفرمنتوريافته در  كه باكتري رشد

 رشد تواند ميدر اين تحقيق شده  محيط كشت طراحي
A. flavus   و P. drechsleri  و 50 به ميزان ترتيب بهرا 

 B. subtilis باكتري ،نتايجبنابر . ندك كنترل  درصد70

UTB96 آزمايشگاهي حاوي محيط فرمنتوريافته در  رشد 
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  A. flavus رشد بيمارگرهايتواند ميشده،  كشت طراحي
  درصد54 و 78  به ميزانترتيب به را P. drechsleriو 

  .ندككنترل 
   

  بحث
يل پتانس و آنتاگونيستي قدرت دربارة براي قضاوت

د، كر زيادي را ارزيابي عوامل دبيوكنترلي يك باكتري باي
، مؤثرهاي  هاي مختلف، آنزيم بيوتيك مانند توليد آنتي

، پايداري در مؤثرقدرت كلنيزاسيون سطوح هدف، رقابت 
 فاكتورها، اما آنچه در اين ديگربرابر شرايط سخت و 

د يند توليآ در فرمؤثر يكي از فاكتورهاي عنوان بهپژوهش 
خصوص توليد تجاري مد نظر قرار گرفت و ملاك  هو ب

كوستا و  . بودتودة زيستيارزيابي ما بود، ميزان توليد 
كردن منابع كربن و ازت  همكاران تلاش كردند تا با پيدا

  ها،   هزينهكاهش خام، ضمن ميان محصولات تجاري از
 Pantoa  باكتري توليدي توسط زيستي تودة ميزان

agglomerans را با حفظ اثر بيوكنترلي آن به حداكثر  
در اين پژوهش از محيط كشتي مركب از منابع . برسانند

و مخمر )  گرم بر ليتر5( مخمر ةنيتروژني مانند عصار
هاي  و كربوهيدرات)  گرم بر ليتر10(شده  آبجو خشك

 20(و ملاس )  گرم بر ليتر10(قيمت مانند سوكروز  ارزان
 عليه آن با حفظ كارايي باكتري ، براي رشد)گرم بر ليتر

هاي قارچ  Penicillium digitatum  و Penicillium 

(italicum ( روي پرتقال استفاده شد  Costa et al. 2001. 
 حفظ يا تغيير قدرت بيوكنترلي دربارةدر اين تحقيق نيز 

 در شرايط مختلف تخمير، بيوكنترل هاي باكتري كارايي يا
باكتري   به اين ترتيب كه؛نكات قابل توجهي مشاهده شد

B. subtilis UTB96  صنعتي نيمه فرمنتوريافته در  رشد 
 P. drechsleriو  A. Flavus د بيمارگرهايـ رشتواند مي

 كنترل كند،  درصد70 و  درصد50 به ميزان ترتيب بهرا 
 فرمنتوريافته در  باكتري رشدكه اين در حالي است 

اي ـهارگرـد بيمـ رشتواند ميآزمايشگاهي  A. flavus و 
P. drechsleri  درصد 54 و 78 به ميزان ترتيب بهرا  

دهد كه ميزان اثر   اين نتيجه نشان مي .ندككنترل 
يافته در يك محيط كشت يكسان  كنترلي باكتري رشد

 متفاوت و نيز در مقابل بيمارگرهاي فرمنتوردر دو 
 تودة زيستياز سوي ديگر افزايش . كند مختلف تغيير مي

 هميشه با افزايش كارايي فرمنتور باكتري در يك يك
 ،كه نشان داده شد همچنانزيرا ؛باكتري همراه نيست

صنعتي   نيمهفرمنتور باكتري در تودة زيستيميزان توليد 
    ولي اثر ، آزمايشگاهي افزايش داشتهفرمنتورنسبت به 

A. flavusكنترلي آن بر قارچ  يكي از  .كاهش يافته است 
عامل بيوكنترل در محيط  ي مهم در كارايي يكفاكتورها

 در مصرف ها آن توانايي )ريزوسفر(طبيعي اطراف ريشه 
يك . ستاها   آنمنابع مختلف غذايي محيط پيراموني

 زماني در ،باكتري مفيد ساكن در محيط اطراف ريشه
ها موفق بيمارگر و همسايه موجودات رگيد با رقابت

 مختلف مواد مترشحه از خواهد بود كه بتواند از انواع
در  .ندك استفاده ديگر هاي ارگانيسم و گياه ةريش

هاي كشت تجاري نيز ارگانيسمي قابليت توليد  محيط
تري داشته  صرفه را خواهد داشت كه نيچ غذايي وسيع به

 اي هضم تركيبات غذاييهاي لازم را بر باشد و آنزيم
باكتري . ندكبيشتري توليد   B. subtilis UTB96 ًمورد  

 استفاده در اين پژوهش از اين ديدگاه در جايگاه نسبتا
اين استرين توانايي هضم آنزيمي . مطلوبي قرار داشت

تركيبات غذايي تجاري حاوي پروتئين، ليپيد و نشاسته 
 تركيبات جانبي برخي صنايع مانند بنابراين،. را داشت

توانند در طراحي محيط  آب نشاسته، آب پنير نيز مي
پژوهش ملاس  در اين .ندشوقتصادي استفاده ا كشت

 منابع عنوان به ترتيب به ذرت ةنيشكر و شربت خيساند
 نتايج اين تحقيق بار بنابراين،. كربن و ازت انتخاب شدند

 محصولات جانبي ةبودن كاربرد گسترد جا ديگر به
 ةقيمت صنايع مانند ملاس نيشكر و شربت خيساند ارزان

كيد أتاسيون غذايي و دارويي تذرت را در صنايع فرمان
 تودة زيستي توليد ميزان كه دنده مي نشان نتايج. دكن مي
 از بيشتر صنعتي نيمه فرمنتور شده در طراحي محيط در

 رشد حداكثر به رسيدن زمان. است آزمايشگاهي فرمنتور
 12 آزمايشگاهي فرمنتور در و 8 صنعتي نيمه فرمنتور در

 در باكتري بيشتر شدر سرعت از حاكي كه است ساعت
 دليل به تواند مي موضوع اين. است صنعتي نيمه فرمنتور
 صنعتي نيمه فرمنتور مناسب بسيار هوادهي سيستم
 سيستم زيرا ؛باشد آزمايشگاهي فرمنتور به نسبت

است  1ايرليفت صورت به صنعتي نيمه فرمنتور در هوادهي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

051

 

 

 
1. Air lift 

 
 
 
 
 
 
 

ً

 اربسي باكتري نياز مورد اكسيژن مينأت در آن كارايي و
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 صنعتي نيمه فرمنتور در شده، طراحي كشت محيط با
بدين ترتيب كه فاز .  آزمايشگاهي بودفرمنتورتر از  سريع
 يـ ول،تـساع دو صنعتي نيمه فرمنتور باكتري در تأخير

 

 ساعت به طول  شش آزمايشگاهيفرمنتور وردم در
و افزايش سرعت رشد خير أكاهش زمان فاز ت .انجاميد
 توليد تجاري يك باكتري ةپروس در طول باكتري

هاي  هاي كاهش زمان توليد و هزينه يكي از راهبيوكنترل 

 بنابراين، .است...  انرژي و هاي حامل مرتبط با توليد مانند
 فرمنتاسيون عوامل ةدر حوز محققانيكي از اهداف 

بيولوژيك باكتريايي همواره بهبود اين دو شاخص مهم 
   .توليد بوده است

  
  

  سپاسگزاري
  گرا به شركت فناوري زيستي طبيعتهمة پرسنل از 

 ، اين پژوهشاجرايجانبه در  هاي همه دليل همكاري
  .شود ميتشكر و قدرداني 
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 ،همچنين پژوهش ين در اآمده دست به نتايج .بالاست
 سازگاري باكتري توانايي كه است  اين موضوعةدهند نشان
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